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В последнее время уделяется большое внимание изучению взаимодействия тРНК с ри-
босомой — одного из ключевых этапов биосинтеза белка. В процессе биосинтеза белка 
тРНК взаимодействует с рибосомой в трех формах: аминоацил-тРНК, нептидил-тРНК 
и деацилированная тРНК. Аминоацил-тРНК, как известно, является весьма лабильной 
молекулой. Довольно быстрое деацилирование при физиологических условиях экспери-
мента и практически мгновенное образование дипептидов при взаимодействии с рибо-
сомой делают природную аминоацил-тРНК (аа-тРНК) крайне сложным объектом в изу-
чении ее взаимодействия с рибосомой. Для преодоления этих трудностей при изучении 
количественного взаимодействия аа-тРНК с 70S рибосомой в настоящей работе мы вмес-
то природной аа-тРНК использовали ее «амидный» аналог — тРНК Р Ь е -С—С—A(3 'NH)-
Phe. В этой модифицированной тРНК аминокислотный остаток присоединен к З'-конце-
вому аденозину в З'-положении рибозы «прочной» амидной связью, которая устойчива 
к гидролизу в физиологических условиях и препятствует миграции аминокислотного 
остатка в 2'-положение [1, 2]. 
Одним из основных достоинств тРНК Р Ь е -С—С—A(3 'NH)-Phe как аналога природ-
ной аа-тРНК является то, что она не способна функционировать на рибосоме в качест-
ве донора пептида, хотя и акцептирует его. Поэтому при связывании аналога с вакант-
ными А- и Р-сайтами рибосомы не происходит реакции транспептидации. Таким обра-
зом, «амидный» аналог аа-тРНК представляется интересной моделью для исследования 
термодинамических параметров взаимодействия аа-тРНК с рибосомой. 
В работе использовали 30S и 60S субчастицы 70S рибосом Escherichia coli, полу-
ченные в соответствии с [3], и фракционированную поли(ІІ) со средней молекулярной 
массой 30 ООО [4]. Препарат тРНК Р Ь е -С—С—A(3'NH) - [ I 4C] Phe был синтезирован по 
[5] и обогащен до 1400 пмоль/ед. А2бо так же, как это описано для РЬе-тРНК Р Ь е [6]. 
Удельная активность [14С] фенилаланина составляла 800 расп./мин-пмоль. 
Эксперименты проводили при 0 °С в стандартном буферном растворе: 0,02 Μ трис-
НС1, рН 7,4, 0,02 Μ MgCl2, 0,2 Μ NH4C1, 0,001 Μ ЭДТА. 70S рибосомы получали реас-
социацией 30S и 50S субчастиц в указанном буфере в молярном соотношении 1 : 1,2 
соответственно, предварительно реактивировав их в стандартном буфере 60 мин при 
37 °С [7]. Значение ν (среднее количество молекул тРНК, связанное с молекулой ри-
босомы) определяли методом фильтрации через нитроцеллюлозные формулы (Synpor 
№ 6, ЧССР) . Антибиотики тетрациклин («Serva», ФРГ) и эдеин («Calbiochem», США) 
применяли при их конечной концентрации 10~4 и Ю - 5 Μ соответственно. Фоновое свя-
зывание т Р Н К на фильтрах (реакционная смесь без рибосом) в каждом эксперименте 
определяли и вычитали. 
На рисунке, А показан результат титрования 70S рибосом тРНК р і і Є -С—С—А(3' 
NH)-Phe в присутствии поли(ІІ). Из кривой 1 следует, что 70S -поли(U) -комплекс свя-
зывает три молекулы этого аналога аминоацил-тРНК. В присутствии эдеина и тетра-
циклина мы наблюдаем связывание только одной молекулы (кривая 2). В отсутствие 
поли(и) 70S рибосомы связывают две молекулы «амидной» РЬе-тРНК Г Ь е (рисунок, Б, 
кривая 3) и эдеин блокирует связывание одной из них (кривая 4). Поскольку эдеин и 
тетрациклин являются специфическими ингибиторами связывания тРНК соответствен-
но с Р- и А-сайтами 70S рибосом, результаты экспериментов на рисунке можно интер-
претировать следующим образом: в присутствии поли(и) аналог РЬе-тРНК Р Ъ е связыва-
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ется с Ρ-, А- и неким «дополнительным» сайтом 70S рибосом; без матричной РНК, ког-
да взаимодействие т Р Н К с Α-сайтом не наблюдается, этот аналог связывается с Р- и, 
очевидно, с тем же «дополнительным» третьим сайтом. 
В настоящее время известно, что помимо Р- и А-сайтов 70S рибосомы содержат 
третий, Е- или «ехіЬ-сайт [8—10]. Из трех биологических форм тРНК, принимающих 
участие в каждом цикле элонгации, две из них — аминоацил- и пептидил-тРНК — мо-
гут взаимодействовать только с Р- и Α-сайтами вакантных 70S рибосом, тогда как де-
ацилированная т Р Н К связывается со всеми тремя сайтами. 
Наблюдаемый нами «дополнительный» сайт для тРНК Р И е -С—С—A(3 'NH)-Phe ло-
гично идентифицировать с Ε-сайтом, так как тетрациклин и эдеин не блокируют его и 
Изотермы адсорбции тРНК Р Ь е -С—С—A(3 'NH)-[ 1 4 C]Phe: А — на комплексе 70S-поли (U) 
в отсутствие антибиотиков (1) и в присутствии тетрациклина и э'деина (2); Б — на 70S 
рибосомах без поли(и) в отсутствие (3) и в присутствии (4) эдеина. Инкубационные 
смеси объемом 0,1 мл содержали 10 пмоль 70S и 5 мкг поли(ІІ) , если это указано. Вре-
мя инкубации 3 ч. 
(A) The binding isotherms of tRNAP h e -C-C-A(3 'NH)-[ 1 4C)Phe to the 70S poly(U) 
complex in the absence of antibiotics (curve 1) and in the presence of tetracycline + edei-
ne (curve 2); (Б) The binding isotherms of tRNAP h e-C-C-A(3'NH)-[1 4C] Phe to 70S ribo-
somes without po ly f i / ) in the absence of (curve 3) and in the presence of (curve 4) edei-
ne. Each incubated mixture (0.1 ml) contained 10 pmol 70 S ribosomes and 5 μg poly(U). 
The incubation time — 3 h. 
он матричнонезависим, что характерно для взаимодействия деацилированной т Р Н К Р Ь е 
с Е-сайтом [10]. Далее нужно отметить, что специфичность Ε-сайта по отношению к 
деацилированной т Р Н К Р Ь е не является абсолютной, так как Граевская и соавт. [9], 
используя метод равновесной седиментации, наблюдали слабую, но заметную конкурен-
цию немодифицированной Phe-TPHK P h e с т Р Н К Р Ь е за Ε-сайт. Резкое увеличение срод-
ства тРНК Р Ь е -С—С—A(3 'NH)-Phe к Ε-сайту по сравнению с Phe-TPHK p h e можно, по-
видимому, объяснить различием в их конформации. Об этом, в частности, свидетельст-
вуют результаты Понгса и соавт. [11], где замена З'-гидроксила на аминогруппу в 3'-
концевой рибозе T P H K p h e приводила к значительному изменению структуры этой тРНК. 
Если это предположение верно, то можно сделать следующие выводы из резуль-
татов данной работы. 
1. Получено дополнительное доказательство существования третьего, Ε-сайта, в 
70S рибосомах. 
2. «Узнавание» этого сайта обусловлено не столько отсутствием аминокислотного 
(или псптидильного) остатка на З'-конце молекулы тРНК, сколько ее конформационным 
состоянием 
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S u m m a r y 
The interaction of the stable aminoacyl-tRNA analogue, tRNAP h e—С—C—A(3'NH)-Phe, 
with 70S ribosome is studied. It is shown that in the presence of poly(U) a ribosome 
can bind three molecules of tRNAP h e—С—C—A (3'NH) -Phe. The «additional» site for 
binding aminoacyl-tRNA analogue was shown to be similar to the ribosomal Ε-site for 
deacylate tRNA. 
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ 
БИОЛОГИЧЕСКИ НЕАКТИВНЫХ КОНФОРМЕРОВ тРНК 
С ЛЕЙЦИЛ-тРНК-СИНТЕТАЗОЙ ИЗ ПЕЧЕНИ КРОЛИКА 
Б. С. Негруцкий, А. В. Ельская 
Появление биологически неактивных форм тРНК наблюдается при некоторых состоя-
ниях организма животных, сопровождающихся изменением биосинтеза белков [1—3]. 
Ранее нами показано, что значения термодинамических параметров конформационно-
го перехода при ренатурации in vitro сходны для неактивных конформеров тРНК, вы-
Б И О П О Л И М Е Р Ы И КЛЕТКА, 1986. т. 2. № 3 149 
